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PRODUIT DE COMBINAISON ASSOCIANT UN ACIDE NUCLEIQUE A UNE 
SUBSTANCE DESORGANISANT LA MATRICE EXTRACELLULAIRE POUR 
LA THERAPIE GENIQUE. 

5 La presente invention concerne un produit associant un acide 

nucleique et unc substance entrainant une desorganisation de la matrice 
extracellulaire d'une cellule, notamment la hyaluronidase, pour une 
utilisation simultanee, consecutive ou etalee dans le temps, ledit acide 
nucleique etant vehicule par une particule virale infectieuse ou sous la 

10 forme d'un vecteur synthetique. Elle a egalement pour objet Tutilisation 
d'un tel produit dans le but de favoriser le transfert de I'acide nucleique en 
question dans une cellule ou un organisme hote. Elle est particulierement 
utile dans le domaine du transfert de gene ou de la therapie genique. 

La matrice extracellulaire est constituee de molecules proteiques et 

1 5 polysaccharidiques assemblies en un reseau dense organise dans I'espace 
extracellulaire de la plupart des tissus. Elle joue un role physiologique 
important de maintien de Tarchitecture tissulaire, de reservoir de facteurs 
trophiques, de chemoattracteurs et de facteurs d'attachement de cellules. 
Le hyaluronan (ou acide hyaluronique) est un constituant ubiquitaire de 

20 la matrice extracellulaire des vertebres. Ce polysaccharide lineaire a base 
d 'acide glucuronique et de glucosamine [D-glucuronic acid l"p-3)N-acetyl- 
D-glucosamine(l-b-4)] peut influencer les caracteristiques 
physicochimiques des matrices de par sa propriete de former des solutions 
tres visqueuses. L'acide hyaluronique interagit egalement avec divers 

25 recepteurs et proteines de liaison situes a la surface des cellules. II est 
implique dans de nombreux processus biologiques tels que la fertilisation, 
le developpement embiyonnaire, la migration cellulaire et la 
differenciation, la cicatrisation, rinflammation, la croissance tumorale et 
la formation de metastases, 

30 L'acide hyaluronique est hydrolyse par la hyaluronidase. Son 
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hydrolyse entraine une desorganisation de la matrice extracellulaire. La 
hyaJuronidase est presente dans de nombreux liquides biologiques de 
I'organisme. Produite par racrosome des spermatozoldes, elle assure leur 
penetration dans I'ovule lors de la fecondation. Durant I'embiyogenese, elle 
5 favorise la migration des cellules embiyonnaires vers les territoires qu'elles 
doivent coloniser. 

Outre son action dans la plasticite et la differenciation tissulaire, le 
couple acide hyaluronique/hyaluronidase serait egalement implique dans 
certains processus pathologiques. Ainsi, cette enzyme est mise a profit par 

10 les cellules cancereuses pour Textension des tumeurs et Tangiogenese qui 
assure le support nutritif de ces tumeurs. Co-secretee dans de nombreux 
venins (serpents, lezards, poissons, scorpions, abeilles, araignees...), elle 
augmenterait leur diffusion dans Torganisme de la proie. Elle intervient 
egalement dans Taction fusogene de virus comme le MLV {Moloney 

15 leukemia virus) ou le CAEV (Caprine arthritis encephalitis virus), Elle 
pourrait egalement agir en tant qu 'agent de diffusion de virus lors d'une 
contamination bacterienne comme dans le cas des infections a Herpes 
(Romano et Moisseiev, Metab. Pediatr. Syst. Ophtalmol. 1982, 6: 361-365). 
Par ailleurs, la hyaluronidase est utilisee depuis de nombreuses 

.20 annees en clinique humaine pour diverses applications : par exemple 
comme antioedemateux (Lasonil, Thiomucase), agent de diffusion de 
medicaments injectes par voie intramusculaire ou sous-cutanee 
(Hyaluronidase Choay), anti-cancereux, dans la formulation 
d'anesthesiques locaux (Lewis-Smith, Br. J. Plast. Surg. 1986, 39: 554- 

25 558) ou encore en tant qu'agent reducteur de Tatteinte myocardique a la 
suite d'infarctus. La possibilite d*utiliser la hyaluronidase dans le domaine 
de la transfection d'ADN a deja ete evoquee par Dubensky et al. (Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1984, 81: 7529-7533). Ce document demontre une 
transfection plus uniforme in vivo par co-injection d'ADN plasmidique et 

30 d'un melange de coUagenase et de hyaluronidase, Cependant, TefTet 
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benefique n'est pas obtenu avec un ADN plasmidique n'ayant pas etc au 
prealable precipite au phosphate de calcium. De meme, WO 95/26718 
conceme une methode pour transferer de I'ADN exclusivement nu dans 
des cellules qui consiste a utiliser un agent qui facilite la penetration dudit 
5 ADN nu a Tinterieur des cellules. Ainsi Texploitation de cette technologic 
en therapie genique utilisant des vecteurs non precipites ou des particules 
virales est difficilement envisageable. 

La presente invention vise a etendre le potentiel therapeutique de la 
hyaluronidase au domaine du transfert de genes, notamment en therapie 

10 genique. II est important de pouvoir disposer d'outils favorisant la 
distribution des vecteurs de genes ou lexpression de ces derniers au sein 
de Torganisme hote pour ameliorer Tefficacite de cette nouvelle technologic. 
La presente invention apporte une solution avantageuse a ce probleme. On 
a maintenant mis en evidence les capacites de la hyaluronidase a favoriser 

15 le transfert ou Texpression d'un acide nucleique dans une cellule ou un 
organisme hote. Comme le montrent les exemples qui suivent, 
Tadministration intramusculaire d'une solution de hyaluronidase quelques 
heures avant I'injection dans le meme muscle d'adenovirus recombinant 
augmente sensiblement I'expression du gene recombinant. Cette utilisation 

20 combinee ameliore Teffet therapeutique et permet I'emploi de doses 
reduites de vecteurs. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un produit de 
combinaison comprenant au moins une substance entrainant une 
desorganisation d'une matrice extracellulaire d'un hote et au moins un 

25 acide nucleique d'interet, pour une administration simultanee, consecutive 
ou etalee dans le temps, ledit acide nucleique etant vehicule par une 
particule virale infectieuse au sous la forme d'un vecteur synthetique. 

Le terme "matrice extracellulaire" bien connu dans le domaine de 
Tart est developpe dans la partie introductive. Au sens de la presente 

30 invention, "substance entrainant une desorganisation de la matrice 
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extracellulaire" designe toute substance agissant sur Tintegrite de la 
matrice, notamment excergant une action degradative ou destabilisante 
totale ou partielle sur Tun au moins des constituants de ladite matrice ou 
sur les liens qui unissent ces divers constituants. Dans le cadre de la 
5 presente invention, on peut avoir recours a une substance connue mais 
egalement, s'il s'agit d'une substance de nature proteique, a un mutant 
comportant une ou plusieurs mutations par addition, deletion et/ou 
substitution d*un ou plusieurs acides amines de la proteine native, un 
fragment fonctionnel ou encore une proteine chimere provenant de la 

10 fusion dc sequences d'origines diverses. Aux fins de la presente invention, 
ladite substance peut egalement etre modifiee par voie chimique, 
enzymatique ... etc, dans le but d'augmenter son activite, sa stabilite ou 
encore son tropisme a I'egard d'un type cellulaire particulier. Le choix 
d'une substance en usage dans la presente invention est large. A titre 

15 indicatif, elle peut etre choisie parmi les substances ayant une activite 
coUagenase, dispase, trypsine, pronase. 

Selon un mode de realisation avantageux, on prefere avoir recours 
a une substance capable d'hydrolyser les polysaccharides habitueilement 
presents dans les matrices extracellulaires, et tout particulierement I'acide 

20 hyaluronique. A cet egard, une substance ayant une activite hyaluronidase 
convient tout particulierement a la mise en oeuvre de I'invention. Les 
hyaluronidases sont decrites dans Kreil (Protein Sci., 1995, 4: 1666-1669). 
II peut s*agir d'une hyaluronidase derivant d'une hyaluronate 
glycanohydrolase de mammifere, de reptile et dliymenoptere, d'une 

25 hyaluronate glycanohydrolase de glande salivaire de sangsue ou d'une 
hyaluronate lyase bacterienne notamment de streptocoque, pneumocoque 
et Clostridium. Parmi celles-ci, on prefere tout particulierement la 
hyaluronidase de testicules bovins. On aura de preference recours a une 
substance presentant un degre d'homologie avec la sequence d'une 

30 hyaluronidase ou un fragment fonctionnel de celle-ci d'au moins 70 %, de 
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maniere avantageuse d'au moins 90 % et, de maniere prefcree d'au moins 
95 %, rimportant etant que Tactivite hyaluronidase soit conservee. Cette 
activite enzymatique peut etre evaluee par les techniques conventionnelles 
telles que celles decrites dans Hjmes et Ferretti (Methods Enzymol., 1994, 
5 235: 606-616) ou Bailey et Levine (J. Pharm. Biomed, Anal., 1993, J I: 
285-292). 

La substance composant le produit de combinaison selon I'invention 
peut etre une substance disponible commercialement, de preference 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. Selon une autre approche, 

10 il est possible de la produire par voie recombinante par les techniques 
classiques dans ce domaine de Tart. Enfin, on peut aussi envisager 
d'introduire la sequence codante pour ladite substance dans I'acide 
nucleique d'interet ou un vecteur d'expression sous le controle des 
elements appropries a son expression dans une cellule ou un organisme 

15 bote. Ce dernier peut alors etre administre prealablement ou 
simultanement a I'acide nucleique d'interet. La mise en oeuvre de ce mode 
de realisation specifique est a la portee de I'homme de Tart. 

Dans le cadre de la presente invention, i'acide nucleique d'interet 
peut etre un oligonucleotide, un acide ribonucleique ou un acide 

20 desoxyribonucleique, sens ou antisens. Ces denominations sont 
classiquement utilisees en biologic moleculaire. En bref, "sens" designe un 
acide nucleique ayant une sequence homologue ou identique a une 
sequence cible alors que antisens fait reference a un acide nucleique ayant 
une sequence homologue ou identique a une sequence complementalre a 

25 une sequence cible. Conformement aux buts poursuivis par la presente 
invention, Tacide nucleique d'interet comporte au moins un gene d'interet 
et des elements permettant son expression dans une cellule ou un 
organisme hote. II est avantageusement sous forme d'ADN plasmidique 
ou de vecteur viral (derive d'un adenovirus, retrovirus, poxvirus et en 

30 particulier d'un virus de la vaccine ou d'un MVA, virus de Therpes, virus 
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associe a Tadenovirus....)- L'acide nucleique d'interet est vehicule par une 
particule virale infectieuse ou sous la forme d*un vecteur synthetique 
(lipide cationique, liposome, polymere cationique....) ou une cellule 
ingenieree (cellule transfectee ou transduite par ledit acide nucleique) ou 
5 non ingenieree (comportant naturellement ledit acide nucleique). 

S'agissant de la variante selon laquelle Tacide nucleique est sous 
forme d'ADN plasmidique, on indique que I'ADN est de preference en 
solution dans de Teau ou tout tampon aqueux et n'a pas subi de 
precipitation au phosphate de calcium prealablement a sa mise en 

10 solution. Le choix des plasmides utilisables dans le cadre de la presente 
invention est vaste. lis peuvent etre d'une origine quelconque (procaiyote, 
eucaiyote) ou etre formes par I'assemblage d'elements varies. D'une 
maniere generale, les plasmides sont connus de Thomme de Tart. Un grand 
nombre d'entre eux sont disponibles commercialement mais, il est 

15 egalement possible de les construire par les techniques de manipulation 
genetique (Maniatis et al., 1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). II peut s'agir d'un vecteur de 
clonage ou d'expression derive par exemple de pBR322 (Gibco BRL), pUC 
(Gibco BRL), pBluescript (Stratagene), pREP4, pCEP4 (Invitrogene) ou 

20 encore p Poly (Lathe et al., Gene, 1987, 57: 193-201). A titre indicatif, 
TADN plasmidique en usage dans la presente invention peut etre amplifie 
et purifie selon les pratiques generales de Tart. Etant donne qu'il s'agit 
d'une technologic largement connue a ce jour, il ne sera precede qu*a une 
description breve de la maniere d'operer qui consiste a introduire le 

25 plasmide dans les cellules productrices (par exemple Escherichia co/i), les 
cultiver dans des conditions adequates (facilement etablies par I'homme 
du metier sur la base des connaissances generales dans ce domaine et du 
systeme de selection porte par le plasmide) et recuperer I'ADN plasmidique 
selon les techniques habituelles (voir par exemple Maniatis et al., 1989, 

30 supra], Une etape de purification peut egalement etre envisagee, par 
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exemple par mise en oeuvre du precede decrit dans la demande frangaise 
FR96 1 1075 ou tout autre methode publiee dans la litterature. 

Selon une variante par ailleurs preferee, Tacide nucleique d'interet 
est porte par un vecteur adenoviral defectif pour la replication (incapable 
5 de replication autonome dans une cellule bote). La technologic des 
adenovirus est decrite dans Tetat de la technique (voir par exemple 
Graham et Prevec in Methods in Molecular Biology, 1991, vol 7, p 109- 
128, ed E.J. Murey, The Human Press Inc). Avantageusement, le vecteur 
adenoviral utilise dans le cadre de la presente invention, derive du genome 

10 d'un adenovirus, comprend au moins les ITRs (Inverted Terminal Repeat) 
et une sequence d'encapsidation et est depourvu de tout ou partie de la 
region adenovirale El. II peut en outre etre depourvu de tout ou partie de 
la region adenovirale E3. Cepcndant, selon un mode avantageux, on 
prefere conserver la partie de la region E3 codant pour des polypeptides 

15 permettant Techappement au systeme immunitaire de Thote, notamment 
la glycoproteine gpl9k (Gooding et al., Critical Review of Immunology, 
1990, 10 : 53-71). En outre, il peut comprendre des deletions ou 
mutations supplementaires, touchant notamment tout ou partie d'une ou 
plusieurs regions selectionnees parmi les regions E2, E4, LI, L2, L3, L4 et 

20 L5 (voir par exemple la demande intemationale WO 94/28152). Pour 
illustrer ce point, on peut citer la mutation thermosensible affectant le 
gene DBP (pour DNA Binding Protein en anglais) de la region E2A 
(Ensinger et al., J. Virol., 1972, 10 : 328-339). Une autre variante ou une 
combinaison interessante consiste a deleter la region E4 a I'exception des 

25 sequences codant pour les cadres de lecture ouverts (ORF) 6 et 7 (ces 
deletions limitees ne necessitent pas de complementation de la fonction E4 
; Ketner et al., Nucleic Acids Res., 1989, 17: 3037-3048). 
Preferentiellement, le ou les genes d'interet sont inseres dans le vecteur en 
remplacement des regions adenovirales deletees, notamment de EL Dans 

30 le cas ou Ton met en oeuvre plusieurs genes d'interet, ils peuvent etre 
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inseres au meme endroit ou k des endroits differents du genome viral, etre 
sous le controle des memes elements de regulation ou d'elements 
independants et, le cas echeant, ils peuvent etre en orientation reverse les 
uns par rapport aux autres afm de minimiser les phenomenes 

5 d'interference au niveau de leur expression. Le genome du vecteur 
adenoviral recombinant peut etre prepare par les techniques de biologic 
moleculaire ou par recombinaison homologue (voir WO 96/17070). 

La propagation des vecteurs adenoviraux utilises dans le cadre de 
la presente invention, est effectuee dans une lignee de complementation 

10 capable de fournir en trans la ou les fonctions defectueuses afm de 
produire les polypeptides necessaires a la constitution des particules 
virales infectieuses. Par exemple, on aura recours k la lignee 293 pour 
complementer la fonction El (Graham et al., J. Gen, Virol., 1977, 36: 59- 
72) ou les lignees decrites dans la demande Internationale WO 97/04 1 19 

15 pour une double complementation. On peut egalement employer une 
lignee cellulaire appropriee et un virus auxilliaire pour complementer 
I'ensemble des fonctions defectives. Les particules virales produites sont 
recuperees de la culture cellulaire et, eventuellement purifiees par les 
techniques de Tart (gradient de chlorure de cesium, etapes 

20 chromatographiques ....). 

Le vecteur adenoviral utilise dans le cadre de la presente invention, 
peut deriver du genome d'un adenovirus d'origine humaine, canine, 
aviaire, bovine, murine, ovine, porcine ou simienne ou encore d'un hybride 
comprenant des fragments de genome adenoviral de differentes origines. 

25 On peut citer plus particulierement les adenovirus CAV-1 ou CAV-2 
d'origine canine, DAV d'origine aviaire ou encore Bad de type 3 d'origine 
bovine (Zakharchuk et al., Arch. Virol., 1993, 128: 171-176 ; Spibey et 
Cavanagh, J. Gen. Virol., 1989, 70: 165-172 ; Jouvenne et al,, Gene, 1987, 
60: 21-28 ; Mittal et al., J. Gen, Virol., 1995, 76: 93-102). Cependant, on 

30 preferera un vecteur adenoviral d'origine humaine derivant de preference 
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d un adenovirus de serotype C, notamment de type 2 ou 5. 

En ce qui conceme I'acide nucleique d'interet, il peut coder pour un 
ARN antisens et/ou un ARNm qui sera ensuite traduit en un polypeptide 
d'interet therapeutique. II peut etre de type genomique, ADN 
5 complementaire (ADNc) ou mixte (minigene, dans lequel au moins un 
intron est delete), etre homologue ou heterologue a la cellule hote. Le 
polypeptide pour lequel il code peut correspondre a tout ou partie d'une 
proteine telle que trouvee dans la nature (proteine native ou tronquee) ou 
un mutant presentant des proprietes biologiques ameliorees et/ou 

10 modifiees. II peut egalement s'agir d'un polypeptide chimere provenant de 
la fusion de sequences d'origines diverses, L'acide nucleique d'interet peut 
etre obtenu par synthese chimique ou par clonage (criblage de banque 
d'ADN a Taide de sondes appropriees, PGR...) et peut etre modifie par les 
techniques conventionnelles de biologie moleculaire. 

15 Dans le cadre de la presente invention, il peut etre avantageux 

d'utiliser un gene d'interet codant pour une cytokine ou une lymphokine 
(interferon a, b ou g, interleukine (IL), notamment riL-2, riL-6, TIL- 10 ou 
encore TIL- 12, un facteur necrosant des tumeurs (TNF), un facteur 
stimulateur de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSF...), un recepteur 

20 cellulaire ou nucleaire (notamment ceux reconnus par le virus HIV), un 
ligand de recepteur, une proteine impliquee dans une maladie genctique 
(facteur VII, facteur VIII, facteur IX, dystrophine, insuline, proteine CFTR 
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), hormone de 
croissance*...)> enzyme (urease, renine, thrombine....), un inhibiteur 

25 d'enzyme (al-antitrypsine, antithrombine III, inhibiteurs de proteases 
virales...), un polypeptide a effet anti-tumoral capable d'inhiber au moins 
partiellement Tinitiation ou la progression de tumeurs ou cancers (ARN 
an ti- sens, anticorps, inhibiteur agissant au niveau de la division cellulaire 
ou des signaux de transduction, produit d'expression d'un gene 

30 suppresseur de tumeur, par exemple p53 ou Rb, proteine stimulant le 
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systeme immunitaire, antigene associe a une tumeur, notamment MUC- 1 
et E6, E7, LI, L2 d'un virus a papillome HPV....), un antigene du complexe 
majeur d'histocompatibilite des classes I ou II ou un polypeptide agissant 
sur Fexpression des genes correspondants, un polypeptide capable 

5 d'inhiber une infection virale, bacterienne ou parasitaire ou son 
developpement (polypeptide immunoprotecteur, epitope antigenique, 
anticorps, variant trans-dominant..,), un produit cytotoxique (thymidine 
kinase de virus simplex de Therpes 1 (TK-HSV-1), ricine, toxine cholerique, 
diphterique ), une immuno toxine ou encore un polypeptide marqueur 

10 (b-galactosidase, luciferase....). H est a signaler que cette liste n'est pas 
limitative et que d'autres genes peuvent egalement etre employes. 

Par ailleurs, I'acide nucleique d'interet en usage dans la presente 
invention peut egalement comprendre un gene de selection permettant de 
selectionner ou identifier les cellules transfectees. On peut citer les genes 

15 neo (codant pour la neomycine phosphotransferase) conferant une 
resistance a I'antibiotique G418, dhfr (Dihydrofolate Reductase), CAT 
(Chloramphenicol Acetyl transferase), pac (Puromycine Acetyl-Transferase) 
ou encore gpt (Xanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase). D'une 
maniere generale, les genes de selection sont connus de Thomme de Tart. 

20 Le ou les genes portes par Tacide nucleique d'interet sont places 

sous le contrdle des elements necessaires a leur expression dans la cellule 
ou I'organisme hote. II s'agit des elements permettant leur transcription en 
ARN et la traduction d'un ARNm en polypeptide. Parmi ceux-ci, le 
promoteur revet une importance particuliere. II peut etre isole d'un gene 

25 quelconque d'origine eucaiyote ou meme virale et peut etre constitutif ou 
regulable. Altemativement, il peut s'agir du promoteur naturel du gene en 
question. Par ailleurs, il peut etre modifie de maniere a ameliorer I'activite 
promotrice, supprimer une region inhibitrice de la transcription, rendre un 
promoteur constitutif regulable ou vice versa, introduire un site de 

30 restriction... On peut mentionner, a titre d'exemples, les promo teurs viraux 
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CMV (Cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma Virus), du gene TK du virus 
HSV-1, precoce du virus SV40 (Simian Virus 40), adenoviral MLP (Major 
Late Promoter) ou encore ies promoteurs eucaiyotes des genes PGK 
(Phospho Glycerate kinase) murin ou humain, al-antitrypsine (foie- 
5 specifique), immunoglobuline (lymphocyte-specifique), surfactant, CFTR 
(poumon specifique) ou actine (muscle specifique). Bien entendu, I'acide 
nucleique d'interet peut en outre comprendre des elements additionnels 
ameliorant Texpression (sequence intronique, sequence signal, sequence 
de localisation nucleaire, sequence terminatrice de la transcription, site 

10 d'initiation de la traduction de type IRES ou autre....) ou encore a sa 
maintenance dans la cellule hote (origine de replication ...). De tels 
elements sont connus de I'homme de I'art. 

Comme indique precedemment, I'acide nucleique d'interet et la 
substance entrainant une desorganisation de la matrice extracellulaire 

15 compris dans le produit de combinaison selon I'invention peuvent etre 
utilises simultanement, consecutivement ou de maniere etalee dans le 
temps. Simultanement fait reference a unc co-administration. Dans ce cas, 
ces deux composantes essentielles peuvent etre melangees prealablement 
a r administration ou peuvent etre administrees en merae temps dans la 

20 cellule ou I'organisme hote. II est egalement possible de les administrer 
consecutivement c'est a dire I'une apres Tautre, quelle que soit la 
composante du produit de combinaison selon Tinvention administree en 
premier. Enfin, on peut avoir recours a un mode d'administration etale 
dans le temps ou intermittent qui s'arrete et reprend a intervalle regulier 

25 ou non. On indique que les voies et les sites d'administration des deux 
composantes peuvent etre differents. Selon un mode de realisation 
particulierement prefere, la substance entrainant une desorganisation de 
la matrice extracellulaire est administree avant I'acide nucleique, la voie 
d'administration des deux composantes etant de preference semblable (par 

30 exemple intramusculaire dans les deux cas). L'intervalle de temps entre les 
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injections n'est pas critique et peut etre defini par Thomme de I'art. On 
peut recommander un intervalle de 10 min a 72 h, avantageusement de 30 
min a 48 h, de preference de 1 a 24 h et, de maniere tout a fait preferee, 
de 1 a 6 h. 

5 Par ailleurs, le produit de combinaison selon Tinvention peut 

egalement etre associe a une ou plusieurs molecule(s) destinee a ameliorer 
I'administration d'acide nucleique, II peut s'agir de molecules ayant un 
effet protecteur sur I'acide nucleique (protection a Tegard de la degradation 
cellulaire), ameliorant sa penetration ou son expression dans la cellule 

10 bote (peptide fusogene, signal de localisation nucleaire...), permettant le 
ciblage d'un type cellulaire particulier (ligand ou anticorps reconnaissant 
une proteine de surface cellulaire...), ou prolongeant I'effet therapeutique 
(agent immunosuppresseur..,,)- H pe^t etre egalement associe a des agents 
facilitant la transfection (proteines ...)• 

15 Le produit de combinaison selon I'invention peut etre prepare en vue 

d'une administration locale parenterale ou par voie digestive. On peut citer 
notamment la voie intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, 
intraveineuse, intraperitoneale, intrasynoviale, intratumorale, 
intrapulmonaire, intranasale ou intratracheale et, tout particulierement, 

20 intramusculaire. L'administration peut avoir lieu par toute technique de 
Tart (injection, voie orale, aerosol, instillation...), en dose unique ou repetee 
une ou plusieurs fois apres un certain delai d'intervalle. La voie 
d'administration peut etre adaptee selon le gene d'interet a transferer et la 
maladie a traiter. La formulation peut inclure des vehicules (excipients, 

25 adjuvants...) pharmaceutiquement acceptables. De preference, la 
substance entrainant une desorganisation de la matrice extracellulairc et 
I'acide nucleique d'interet sont en solution dans un tampon approprie a un 
usage pharmaceutique qui peut etre hyper, hypo ou isotonique. Les 
tampons envisageables sont varies. On peut citer a titre illustratif, une 

30 solution saline physiologique (NaCl 0,9 %), une solution saline non 
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physiologique (NaCl 1,8 %), une solution Hcpes-Ringer, de Lactate-Ringer, 
un tampon a base de Tris-HCl (Tris-HCl 10 mM pH 7,5 a 8, EDTA 1 mM 
; Tris-HCl 10 mM pH 7,5 a 8, MgCh 1 mM), un tampon phosphate (tampon 
phosphate H2O Krebs), une solution de sucre (glucose, saccharose, 
5 trehalose....) ou simplement de I'eau. 

Avantageusement, le produit de combinaison selon I'invention 
contient une quantite de substance entrainant une desorganisation de la 
matrice extracellulaire suffisante pour ameliorer la diffusion de I'acide 
nucleique d'interet, en particulier au niveau ou a proximite du site 

10 d'injection. La quantite necessaire varie en fonction de differents 
parametres, par example de la substance choisie, de la voie 
d'adrainistration, du tissu cible, de I'individu a traiter, ou de Tetendue de 
la zone a traiter. S'agissant de la hyaluronidase, la quantite adequate peut 
correspondre a celles habituellement utilisees dans les applications d'agent 

15 de diffusions de molecules pharmacologiques. A titre indicatif, la dose a 
mettre en oeuvre est comprise entre 1 et 10^ unites internationaJes (lU), 
avantageusement entre 1 et 10^ et de preference entre 10 et 500 lU. 

Par ailleurs la quantite d'acide nucleique d'interet peut etre definie 
en fonction du gene therapeutique et du vecteur utilise, S'agissant de la 

20 variante selon laquelle on met en oeuvre des particules adenovirales, 
celles-ci sont de preference formulees sous forme de doses comprises entre 
10^ et 10^** ufp (unites formant des plages), avantageusement 10^ et 10^^ 
ufp et, de preference, 10^ et 10 ufp. Dans le cas ou Tacide nucleique 
d'interet est sous forme d'un ADN plasmidique, les quantites peuvent 

25 varier de 0,05 a 100 mg et avantageusement de 0,1 a 10 mg. 

La presente invention conceme egalement I'utilisation a des fins 
therapeutiques ou vaccinales d'un produit de combinaison selon 
I'invention pour la preparation d'un medicament destine au traitement du 
corps humain ou animal par therapie genique ainsi que I'utilisation d'une 

30 substance entrainant une desorganisation de la matrice extracellulaire 
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pour ameliorer la diffusion, le transfert et/ou Texpression d'un acide 
nucleique d'interet dans une cellule ou un organisme hote. L'organisme 
hote est avantageusement un mammifere, de preference rhomme. Quant 
a la cellule hote, il peut s'agir d'une cellule primaire ou tumorale d'une 
5 origine hematopoietique (cellule souche totipotente, leucocyte, monocyte, 
lymphocyte, macrophage.-..), musculaire (cellule satellite, myocyte, 
myoblaste....), hepatique, epitheliale, fibroblaste, pulmonaire ou tracheale. 
Selon une premiere possibilite, le medicament ou la substance peut etre 
administre directement in vivo (par exemple par injection intraveineuse, 

10 intramusculaire, dans une tumeur accessible, dans les voies respiratoires 
par aerosol,.,). On peut egalement adopter I'approche ex vivo qui consiste 
a prelever des cellules du patient (cellules souches de la moelle osseuse, 
lymphocytes du sang peripherique...), a les traiter in vitro avant de les 
readminister au patient. La substance entrainant une disorganisation de 

15 la matrice extracellulaire est de preference une hyaluronidase et, selon un 
mode prefere deja cite, elle est administree prealablement a I'acide 
nucleique d'interet. 

L'invention s'etend egalement a une methode de traitement et/ou la 
prevention selon laquelle on administre une quantite therapeutiquement 

20 efficace d'un produit de combinaison selon l'invention a un patient ayant 
besoin d'un tel traitement. Les maladies ciblees sont notamment les 
maladies genetiques (hemophilic, mucoviscidose, diabete, myopathic de 
Duchenne ou de Becker..,), les cancers et tumeurs (eventuellement induits 
par des oncogenes ou des virus), les infections virales (hepatites B et C, 

25 SIDA, herpes....). Un produit de combinaison administrablc par voie 
intramusculaire ou intraveineuse et associant la hyaluronidase et un acide 
nucleique exprimant le gene de la dystrophine convient tout 
particulierement au traitement par therapie genique de la dystrophic 
musculaire de Duchenne. En effet, les muscles atteints sont le siege d'une 

30 invasion de tissu conjonctif (et done, de matrice extracellulaire), Un 
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traitement par la hyaluronidase pourrait permettre d'accroitre les 
possibilites de diffusion de I'acide nucleique d'interet et sa penetration 
dans les fibres musculaires protegees par une matrice extracellulaire 
compacte et dense. Une autre application preferee est le traitement de la 
5 mucoviscidose, pour lequel la hyaluronidase pourrait permettre a la fois 
la reduction du mucus et la diffusion de I'acide nucleique therapeutique. 
Dans ce cas, on peut envisager Tadministration dans les voies respiratoires 
(aerosol, instillation....) ou intraveineuse d'un acide nucleique exprimant 
la proteine CFTR. 

10 La presente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, 

par les exemples qui suivent: 

Example 1 : Effet de la hyaluronidase sur radministration 
intramusculaire d'un adenovirus codant pour le gene de la lucif erase 

15 

L'acide nucleique d'interet comportant le gene rapporteur luciferase 
place sous le controle du promoteur MLP d*Ad2 et des sequences de 
polyadenylation du virus SV40, est porte par un vecteur adenoviral delete 
des regions El et E3. La construction finale designee pTG8509 est realisee 

20 selon les techniques generales de genie genetique et clonage moleculaire 
detaillees dans Maniatis et al. (1989, supra]. La premiere etape consiste a 
doner la cassette d*expression du gene luciferase dans un plasmide 
bacterien. On peut par exemple introduire le gene luciferase dans le 
plasmide pTG6580 (decrit dans la demande intemationale WO 94/28152), 

25 qui comprend dans une structure p poly II (Lathe et al., 1987, supra) TITR 
5' et la region d'encapsidation de I'AdS (nt 1 a 458 tels que divulgues dans 
la banque de donnees Genebank sous la reference M73260), le promoteur 
MLP de rAd2, un polylinker, le signal de terminaison de la transcription 
polyA de SV40 (nt 2543 a 2518 tels que divulgues dans la banque de 

30 donnees Genebank sous la reference J02400) suivis des sequences Ad5 
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des nt 4047 a 6241. Puis, la cassette luciferase est inseree dans le 
squelette adenoviral a la place de la region El par recombinaison 
homologue avec le vecteur pTG3602 (voir demande intemationale WO 
96/17070) linearise par Clal et dans la souche E. coli BJ5183 (Hanahan, 
5 J. Mol. Biol, 1983, 166: 557-580). 

Les particules adenovirales correspondantes sont produites apres 
transfection de la lignee 293 (ATCC CRL1573) par le fragment Pad isole 
du vecteur pTG8509 et portant le genome adenoviral et recuperees de la 
culture apres lyse cellulaire (habituellement 3 cycles consecutifs de 

10 congelation-decongelation). Les particules adenovirales AdTG8509 sont 
amplifiees et purifiees sur gradient de chlorure de cesium avant leur 
administration in vivo. 

Le produit de combinaison teste associe 10^ unites infectieuses 
d'AdTG8509 et des doses variables de hyaluronidase de testicules bovins 

15 obtenues par dilution d'une preparation lyophilisee (type VI-S, Sigma a 
3100 UI) dans NaCl 0,9 %. 

Dix souris femelles balb/c agees de 7 semaines sont reparties au 
hasard en 5 groupes d'experimentation recevant dans les deux muscles 
tibialis anterior 25 ml d'une solution de hyaluronidase dont les doses 

20 s'echelonnent de 0 UI, 0,05 UI, 0,1 UI, 1 UI et 10 UI et 3 heures apres, 25 
ml d'une suspension virale d'AdTG8509 titrant 10^ unites infectieuses, Le 
transfert du gene luciferase est evalue apres ressection de chaque muscle 
traite, une semaine apres les injections de la hyaluronidase et du vecteur, 
Les animaux sont sacrifies par dislocation cervicale et les muscles sont 

25 immediatement preleves et congeles dans Tazote liquide et stockes a -80°C. 
L'activite luciferase est mesuree au luminometre (Microlumat LB 96P, 
Berthold) apres broyage du muscle entier et extraction de Tenzyme (Kit 
Promega). Cette activite enzymatique se traduit en emission de photons 
exprimee en unites de lumiere par minute (RLU). L*administration de 

30 hyaluronidase a des doses superieures a 1 UI s'accompagne d'une 
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augmentation significative de Texpression du gene luciferase par rapport 
au groupe temoin (0 UI). Le facteur d'amplification est d'environ 2 chez les 
animaux traites par 1 UI de hyaluronidase bovine prealablement a 
rinjection des adenovirus recombinants et 4 chez ceux ayant regu 10 UI 
5 de I'enzyme. 

L* experience est repetee dans des souris femelles C57 BL/10 agees 
de 7 semaines en mettant en oeuvre des doses superieures de 
hyaluronidase. On constitue 5 groupes de 3 animaux traites par des doses 
variables de hyaluronidase bovine pour un volume fixe d'injection de 25 

10 ml puis 3 heures apres par 10^ unites infectieuses d'adenovirus AdTG8509 
(25 ml) . Les cinq groupes d'animaux recoivent respectivement 0, 1, 10, 25 
et 50 UI de hyaluronidase diluee dans NaCl 0,9 %. Comme precedemment, 
enzyme et virus sont injectes consecutivement dans les deux muscles 
tibialis anterior des souris. Toutes les souris C57 BL/ 10 traitees par la 

15 hyaluronidase expriment des niveaux superieurs de luciferase par rapport 
au groupe temoin (0 UI). Un facteur d'amplification d'environ 10 est obtenu 
pour le produit associant les adenovirus recombinants et 10 UI de 
hyaluronidase. 

20 Exemple 2 : EfTet de la hyaluronidase sur radministration intracheale 
d'un adenovirus codant pour le gene luciferase 

Les souris C57 BL/10 sont injectees par voie intratracheale avec 
differentes doses de hyaluronidase (0, 0.1, 1, 10 et 50 UI dans 25 ^1 de 
25 tampon PBS par injection) trois heures avant Tadministration par voie 
intratracheale de 10» UI de AdTG8509, distribuees dans 25^1 de tampon 
PBS par injection. 

L'activite luciferase est determinee conformement aux dispositions 
de Texemple 1, dans la trachee et dans les poumons, deux jours apres 
30 radministration du vecteur adenoviral. 
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Les resultats sont presentes sur la figure 1. Ceux-ci indiquent que 
I'activitc luciferase est clairement augmentee en presence du 
hyaluronidase, tant dans les poumons qu'au niveau de la trachee. Un effet 
lie a la dose de hyaluronidase est clairement observe dans le cas de 

5 I'expression au niveau de la trachee. 

Les resultats observes semblent indiquer que Texpression du gene 
luciferase est plus faible dans les poumons que dans la trachee. Ce 
resultat inhabituel pourrait s*expliquer par une reaction de 
bronchoconstriction ou d'obstruction au niveau des poumons liees a la 

10 premiere administration de hyaluronidase dans un animal de petite taille. 

Ces resultats indiquent toutefois que le pretraitement par la 
hyaluronidase permet d'ameliorer Tefficacite de I'expression des genes 
portes par I'adenovirus administre de maniere subsequente, au niveau des 
voies respiratoires. ^utilisation du mode d'administration par 

15 aerosolisation devrait permettre de limiter Teffet negatif des 
administrations repetees par vole intratracheale chez la souris en raison 
du volume plus reduit des compositions administrees. 
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REVENDICATIONS 

1, Produit de combinaison comprenant au moins une substance entrainant 
une desorganisation de la matxice extracellulaire d'une cellule et au 
5 moins un acide nucleique d'interet, pour une administration simultanee, 
consecutive ou ctalee dans le temps, ledit acide nucleique etant vehicule 
par une particule virale infectieuse ou sous la forme d'un vecteur 
synthetique. 

10 2. Produit de combinaison selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ladite substance entrainant une desorganisation de la matrice 
extracellulaire d'une cellule est une substance capable d'hydrolyser 
Tacide hyaluronique de ladite matrice. 

15 3. Produit de combinaison selon la revendication 2, caracterise en ce que 
ladite substance capable d'hydrolyser I'acide hyaluronique derive d'une 
hyaluronidase, 

4. Produit de combinaison selon la revendication 3, caracterise en ce que 
20 ladite hyaluronidase derive d'une hyaJuronate glycanohydrolase de 

mammifere, de reptile ou dliymenoptere, d'une hyaluronate 
glycanohydrolase de glande salivaire de sangsue ou d'une hyaluronate 
lyase bacterienne notamment de streptocoque, pneumocoque ou 
Clostridium et, en particulier, de la hyaluronidase de testicules bovins. 

25 

5. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise 
en ce que I'acide nucleique d'interet est sous forme d'ADN plasmidique 
ou de vecteur viral. 

30 6. Produit de combinaison selon la revendication 5. caracterise en ce que 
I'acide nucleique d'interet est sous forme d'un vecteur adenoviral 
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recombinant defectif pour la replication. 

7. Produit de combinaison selon la revendication 6, caracterise en ce que 
le vecteur adenoviral derive du genome d'un adenovirus et comprend 

5 au moins les ITRs et une sequence d'encapsidation et est depourvu de 
tout ou partie de la region adcnovirale El. 

8. Produit de combinaison selon la revendication 7, caracterise en ce que 
le vecteur adenoviral est en outre depourvu de tout ou partie de la 

10 region adenovirale E3, 

9. Produit de combinaison selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce 
que le vecteur adenoviral est en outre depourvu de tout ou partie d'une 
ou plusieurs regions selectionnees parmi les regions E2, E4, LI, L2, L3, 

15 L4 et L5. 

10. Produit de combinaison selon I'une des revendications 6 a 9, 
caracterise en ce que le vecteur adenoviral derive du genome d'un 
adenovirus d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, murine, ovine, 

20 porcine ou simienne ou encore d'un hybride comprenant des fragments 
de genome adenoviral de differentes origines. 

11. Produit de combinaison selon Tune des revendications 6 a 10, 
caracterise en ce que le vecteur adenoviral derive du genome d'un 

25 adenovirus humain de type 5. 

12. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce que I'acide nucleique d'interet est vehicule par un 
vecteur synthetique selectionne parmi les vecteurs a lipides 

30 cationiques, a polymeres cationiques ou les liposomes. 
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13. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 12, " 
caracterise en ce que I'acide nucleique d'interet code pour un ARN 
antisens ou un polypeptide d'interet therapeutique. 

5 14. Produit de combinaison selon la revendication 13, caracterise en ce 
que le polypeptide d'interet therapeutique est selectionne parmi une 
cytokine, un recepteur cellulaire ou nucleaire, un ligand, un facteur de 
coagulation, la proteine CFTR, Tinsuline, la dystrophine, une hormone 
de croissance, une enzyme, un inhibiteur d'enzyme, un polypeptide a 

10 effet anti-tumoral, un polypeptide capable d'inhiber une infection 
bacterienne, parasitaire ou virale et, notamment le VIH, un anticorps, 
une toxine, une immunotoxine et un marqueur. 

15. Produit de combinaison selon I'une des revendications 1 a 14, 
15 caracterise en ce qu'il est formule dans un vehicule acceptable d'un 

point de vue pharmaceutique. 

16. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 15, 
caracterise en ce qu'il comprend une quantite de ladite substance 

20 entrainant une desorganisation de la matrice extracellulaire comprise 
entre 1 et 10"* unites internationales (lU), avantageu semen t entre 1 et 
103 et de preference entre 10 et 500 lU. 

17. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 16, 
25 caracterise en ce en ce que ladite substance entrainant une 

desorganisation de la matrice extracellulaire est administree avant 
Tacide nucleique d'interet. 

18. Utilisation d'un produit de combinaison selon Tune des revendications 
30 la 17, pour la preparation d'un medicament destine au traitement du 

corps humain ou animal par therapie genique. 
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19. Utilisation selon la revendication 18, caracterisee en ce que ledit 
produit de combinaison comprend une substance entrainant une 
desorganisation de la matrice extracellulaire derivant dune 

5 hyaluronidase, notamment de la hyaluronidase de testicules bovins, et 
un acide nucleique d'interet sous forme d'un vecteur adenoviral 
vehicule par une particule adenovirale infectieuse. 

20. Utilisation selon la revendication 18 ou 19, caracterisee en ce que 
10 ladite substance entrainant une desorganisation de la matrice 

extracellulaire est adnlinistree avant Tacide nucleique. 

21. Utilisation selon Fune des revendications 18 a 20, pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement de la myopathie de Duchenne, 

15 par administration intramusculaire ou intraveineuse d'une 
hyaluronidase et d'un acide nucleique d'interet exprimant le gene 
codant pour la dystrophine. 

22. Utilisation selon Tune des revendications 18 a 20, pour la preparation 
20 d'un medicament destine au traitement de la mucoviscidose, par 

administration intraveineuse ou dans les voies respiratoires d'une 
hyaluronidase et d'un acide nucleique exprimant le gene codant pour 
la proteine CFTR. 

25 23. Utilisation d'une substance entrainant une desorganisation de la 
matrice extracellulaire pour ameliorer la diffusion, le transfcrt et/ou 
I'expression d'un acide nucleique d'interet dans une cellule ou un 
organisme bote , ledit acide nucleique etant vehicule par une particule 
virale infectieuse ou sous la forme d'un vecteur synthetique. 

30 
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Les revendicatlons n" 
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les revendications n®* 



4. Aucune taxe additionnejie demandee n'a etA payee dans tes detats par le deposant. En consequence, le present rapport 
' — ' de recherche internationale ne porte que sur llnventlon mentionnee en premier lieu dans les reverxiications; eile est 



couverte par les revendications n ' 



Remarque quant h ta rteenre |^ Les taxes addlflonneiles ^talent acoompagnees d'une reserve de la part du d^posar . 

I I Le paiement des taxes additionnelles n'^taitassorti d'aucune reserve. 
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